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RIASSUNTO 
L’eterogeneità delle LDL è nota da decenni, e nel tempo sono state elaborate 
numerose metodiche atte a separarle secondo densità o dimensione. 
Sono stati così identificati tre diversi tipi di pattern LDL: di tipo A, 
caratterizzato dalla prevalenza di LDL grandi e leggere (large buoyant LDL); 
di tipo B, dato dalla predominanza di particelle piccole e dense (small dense 
LDL); infine un fenotipo intermedio fra i due. 
Le LDL small dense sono considerate maggiormente aterogene, e il pattern di 
tipo B è stato riscontrato in misura maggiore nei disturbi del metabolismo, nella 
disfunzione endoteliale, nella malattia cardio e cerebrovascolare. 
Oggi le LDL piccole e dense sono considerate un promettente fattore predittivo 
di eventi cardiovascolari, e la loro valutazione permetterebbe una migliore 
stratificazione del rischio; tuttavia la difficoltà nel poter disporre dell’analisi 
laboratoristica del profilo LDL per ciascun paziente, ha promosso la ricerca di 
strategie capaci di stimare la dimensione media di queste particelle a partire da 
parametri lipidici comunemente dosati nella pratica clinica.  
Si è affermata l’ipotesi che il rapporto fra colesterolo e apoB delle LDL 
rappresenti un plausibile indice della loro dimensione; Hattori et al. hanno 
elaborato una formula per approssimare il valore di questo rapporto, allo scopo 
di evitare il dosaggio di C-LDL e apoB-LDL, e con la sola misura di: 
colesterolo totale e HDL; triglicerdi; apoB totale. Noi abbiamo sviluppato una 
nuova formula, mirando a stimare più precisamente il valore del rapporto, 
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grazie alla misura diretta del colesterolo LDL e alla diversa  modalità di calcolo 
dell’ apoB-LDL.  
Le due formule sono state confrontate utilizzando i dati lipidici e i parametri 
relativi alla densità delle LDL, ottenuti attraverso ultracentrifugazione di 
campioni di plasma di una popolazione di 86 soggetti. 
E’ stato osservato che la stima di dimensione delle LDL offerta da entrambe le 
formule era priva di associazione con i parametri di densità; si ritrovava invece 
una relazione modesta ma significativa quando come misura approssimativa di 
dimensione erano considerati sia la quota di C-LDL che di TG-LDL rispetto 
all’apoB-LDL. Ciò è sembrato suggestivo dell’imprecisione del rapporto fra C-
LDL e apoB-LDL quale indice di dimensione di queste particelle; ha 
evidenziato inoltre la necessità di studi futuri volti a delucidare il ruolo della 
componente dei trigliceridi nella determinazione di dimensione e densità delle 
LDL. 
La divisione della popolazione in quartili, secondo i valori di un parametro di 
densità lipoproteica da noi sviluppato, ha mostrato l’associazione significativa 
delle LDL dense con bassi valori di colesterolo HDL e alti livelli di trigliceridi, 
confermando un assetto lipidico frequentemente descritto in letteratura come 
‘triade aterogenica’. 
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INTRODUZIONE 
 
Importanza delle LDL piccole e dense 
 
La malattia cardiovascolare, seguita da quella cerebrovascolare, rappresenta 
oggi la principale causa di morte nel mondo;1 tale primato è attribuito a diversi 
classici fattori di rischio, ben chiariti dall' Adult Treatment Panel III del 
National Cholesterol Education Program, comprendenti fra gli altri: 
dislipidemia, diabete mellito, obesità, ipertensione, familiarità, fumo di 
sigaretta.1 Fra questi, l’ipercolesterolemia è fra i più evidenti disordini causali 
di aterosclerosi: studi epidemiologici su larga scala2 hanno dimostrato la 
relazione lineare fra i valori di colesterolo e l’incidenza di eventi ischemici, 
nonchè la notevole riduzione del rischio di futuri eventi cardiovascolari 
attuabile attraverso l’abbassamento dei valori di colesterolemia; tale 
paramentro è quindi giustamente ritenuto un target terapeutico primario.  
Tuttavia, il persistere di un rischio residuo di eventi nei pazienti sottoposti a 
terapia ipocolesterolemizzante, associato all’evidenza che molti pazienti con 
CVD (cardiovascular disease) hanno livelli di colesterolo negli stessi range di 
soggetti sani,3,4 ha stimolato la ricerca di mezzi capaci di ridurre il fardello 
dell’aterosclerosi e di ulteriori validi strumenti in grado di migliorare la 
stratificazione degli individui a rischio di eventi cardiovascolari; a questo 
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proposito, si è ormai accumulato un notevole corpo di evidenze a favore del 
fatto che, oltre all’ammontare delle lipoproteine di bassa densità, anche la loro 
specifica natura è strettamente connessa allo sviluppo e progressione della 
patologia aterosclerotica,5-8 e le particelle LDL piccole e dense (small dense 
LDL, sd-LDL) sono oggi riconosciute come un fattore di rischio 
cardiovascolare emergente.1  
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Generalità delle lipoproteine 
 
Le lipoproteine sono grandi complessi macromolecolari plasmatici, costituiti 
da un nucleo di lipidi idrofobici, ossia trigliceridi ed esteri del colesterolo, 
circondato da un mantello formato da un singolo strato di molecole anfipatiche: 
fosfolipidi, colesterolo non esterificato, e proteine dette apolipoproteine 
(indicate col termine apo).  
La funzione delle lipoproteine risiede nel trasporto dei lipidi ai tessuti periferici, 
e da questi verso il fegato; tuttavia, gli acidi grassi liberi e la lisolecitina 
circolano semplicemente veicolati dall’albumina.  
In base alla loro densità relativa, misurata attraverso ultracentrifugazione, le 
lipoproteine vengono distinte in cinque classi principali, denominate, in ordine 
di densità crescente: chilomicroni, VLDL (very low-density lipoprotein), IDL  
(intermediate-density lipoprotein), LDL (low-density lipoprotein), HDL (high-
density lipoprotein); ciascuna classe rappresenta in realtà una famiglia di 
particelle, nella quale sono ulteriormente identificabili delle sottopopolazioni, 
eterogenee in termini di dimensione, carica, densità e composizione fisico-
chimica5-10. Una sesta classe, la lipoproteina(a), ha caratteristiche simili alle 
LDL, ma contiene la proteina addizionale apo(a), sintetizzata dal fegato e 
coniugata all’apoB100 attraverso un legame covalente. 
Le apolipoproteine svolgono funzioni essenziali: dall’assemblaggio alla 
stabilità strutturale delle lipoproteine, dal ruolo di cofattori nell’attivazione di 
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enzimi del metabolismo, alla funzione di ligando per i recettori esposti sulle 
superfici cellulari. 
L’ apoB è la principale proteina strutturale di chilomicroni (apoB48) e di 
VLDL, IDL e LDL (apoB100); una singola copia di tale apoproteina è presente 
in ciascuna di queste particelle.  
La apoB100 è sintetizzata dall’ epatocita, mentre la apoB48 è prodotta 
nell’intestino; le due apoB derivano dallo stesso gene, ma l’mRNA che ne è 
trascritto viene sottoposto, nell’enterocita, ad un processo di editing, che dà 
origine alla B48. 
L’ apoE è presente in copie multiple su chilomicroni, VLDL e IDL, e possiede 
un ruolo chiave nel metabolismo delle lipoproteine ricche in TG (trigliceridi), 
analogamente alle tre apo del gruppo C; fra queste, la C-II rappresenta il 
cofattore obbligatorio dell’enzima LpL (lipoproteinlipasi). La principale apo 
delle HDL è invece la A-I, localizzata di fatto su tutte queste particelle, seguita 
in termini di abbondanza dalla apoA-II. 
Per un riassunto delle caratteristiche principali delle diverse classi 
lipoproteiche, si veda Tab.1. 
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Tabella 1 - Caratteristiche generali della lipoproteine 
 
 
 
 
 
 
 
 
Classe 
lipoproteica 
Densità (g/ml) 
Dimensioni
(nm) 
Mobilità 
elettroforetica 
Apolipoproteina 
Principale 
Chilomicroni 0,930 80 - 1200 origine apoB48 
VLDL 0,930 - 1,006 30 - 80 pre-β apoB100 
IDL 1,006 - 1,019 25 - 35 pre-β lenta apoB100 
LDL 1,019 - 1,063 18 - 25 β apoB100 
HDL 1,063 - 1,210 5 - 12 α apo A-I 
Lp(a) 1,050 - 1,120 25 pre-β apo(a) 
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Classificazione e metodi di separazione delle sottoclassi LDL 
 
Le LDL sono rappresentate dalla frazione lipoproteica con densità compresa 
fra 1,063 e 1,019 g/ml, e dimensione, misurata con elettroforesi su gel, tra 18 e 
25 nm. La loro eterogeneità fu scoperta sul finire degli anni Quaranta del secolo 
scorso,11,12 e nel corso del tempo sono state messe a punto numerose metodiche 
atte alla loro separazione. 
Utilizzando l’ultracentrifugazione in gradiente di densità (DGUC),5-7,9,13-18 
risulta possibile identificare quattro sottoclassi, indicate da I a IV in ordine di 
densità crescente: LDL I fra 1,019 e 1,023 g/ml; LDL II fra 1,023 e 1,034 g/ml; 
LDL III fra 1,034 e 1,044 g/ml; infine LDL IV fra 1,044 e 1,060 g/ml. La 
predominanza delle sottoclassi I e II è definita come pattern A, mentre quella 
delle sottopopolazioni III e IV è indicata come pattern B;18,19 è possibile 
riconoscere anche un fenotipo ‘intermedio’ fra i due.18,19  
Alcuni studi5,6,8 hanno mostrato come la prevalenza del pattern B sia del 5-10% 
nei giovani uomini e nelle donne sotto i 20 anni, del 30% negli uomini adulti e 
20% circa nelle donne in post menopausa; è stato  inoltre evidenziato come i 
soggetti con pattern B esibiscano spesso un profilo lipoproteico aterogenico,20 
conosciuto anche come ‘triade aterogenica’, caratterizzato oltre che da sd-LDL, 
da un aumento dei trigliceridi e una riduzione di HDL-C. Utilizzando invece l’ 
elettroforesi su gel in gradiente (GGE) in condizioni non denaturanti, basandosi 
quindi sulla mobilità elettroforetica, dipendente da dimensione e forma delle 
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particelle, sono state identificate sette diverse sottoclassi, raggruppate però in 
quattro sottopopolazioni maggiori,  indicate ancora, analogamente a quelle 
individuate tramite DGUC, da LDL I a LDL IV.8,10,14,16,21  
Le LDL I hanno un diametro compreso fra i 28,5 e i 26,5 nm; le LDL II fra 26,4 
e 25,5 nm; le LDL III tra 25,4 e 24,2 nm; infine le LDL IV fra 24,1 e 22,0 nm.  
Anche rispetto a questa classificazione, in funzione prevalentemente del 
criterio  dimensionale, è possible distinguere due fenotipi, sulla base del valore 
del picco di diametro delle particelle LDL: pattern A se maggiore di 25,5 nm, 
corrispondente a LDL mediamente più grandi, e pattern B se inferiore a 25,5 
nm, caratterizzato da LDL più piccole.   
E’ stato affermato che il diametro delle LDL correla bene, anche se non 
perfettamente, con la loro densità,22 ragione per cui ci si riferisce generalmente 
alle piccole LDL con l’espressione ‘small dense LDL’ e alle particelle più 
grandi con i termini ‘large buoyant LDL’. 
Altre metodiche utilizzate per la discriminazione delle LDL in base alla loro 
dimensione sono rappresentate da: TGE (tube gel electrophoresis);23,24 
spettroscopia NMR;25,26 cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC);27 
analisi della mobilità ionica;28,29 diffusione dinamica della luce (DLS).30 
Hirano et al. hanno per primi elaborato un saggio omogeneo  per il dosaggio di 
sd-LDL-C,31 successivamente modificato allo scopo di renderlo più semplice e 
conveniente, ottenendo un ‘saggio diretto’ capace di separare le small dense 
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LDL dalle loro controparti ‘large buoyant’ attraverso l’uso di un detergente e 
dell’enzima sfingomielinasi.32,33 
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Cenni del metabolismo lipoproteico e origine delle sottoclassi LDL  
 
Il trasporto dei lipidi esogeni, ovvero quelli assorbiti dal lume intestinale, e più 
precisamente nel tenue prossimale, ha inizio negli enterociti con 
l’impacchettamento di trigliceridi, colesterolo e vitamine liposolubili, a partire 
dalla apoproteina strutturale B-48, a formare i chilomicroni; questi sono secreti 
nella linfa intestinale, e tramite il dotto toracico raggiungono la circolazione 
sistemica, veicolando trigliceridi ad adipe, muscolo scheletrico e cuore: 
l’endotelio dei capillari di tali tessuti espone infatti l’enzima LpL, che idrolizza 
i TG contenuti nei chilomicroni, con rilascio di acidi grassi, captati da parte di 
adipociti e miociti; per lo svolgimento di questa reazione enzimatica è 
indispensabile l’apoC-II. I chilomicroni diminuiscono così progressivamente 
in dimensioni: durante tale processo, le apo A e C sono trasferite alle HDL, allo 
scopo di mantenere un rapporto ottimale fra le dimensioni del nucleo e del 
mantello di rivestimento; dalla delipidazione derivano residui che sono rimossi 
dal fegato, che si appropria in tal modo del colesterolo assorbito nel tenue. 
Il trasporto dei lipidi endogeni, invece, si basa su due sistemi: il primo, si 
riferisce alla secrezione epatica delle lipoproteine contenenti apoB100 e al loro 
metabolismo; lo scopo è veicolare, analogamente ai chilomicroni, trigliceridi 
ad adipe e muscolo, oltre che colesterolo, tramite le LDL, ai tessuti periferici; 
vari studi cinetici sull’uomo34,35 depongono a favore del fatto che l’intero range 
delle lipoproteine contenenti apoB100 possa essere secreto dal fegato; dunque, 
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IDL e LDL plasmatiche possono derivare, oltre che dal catabolismo 
intravascolare dei precursori VLDL, anche da una secrezione epatica diretta, 
che appare inversamente correlata al livello di TG plasmatici: quando questo è 
basso, una significativa quota dell’apoB è secreta dal fegato nella forma di 
lipoproteine a densità intermedia e bassa; dall’altro lato, per livelli di TG 
plasmatici normali o alti, il 90% o oltre dell’apoB è secreta nella forma delle 
VLDL. 
Le lipoproteine di bassissima densità, analogamente ai chilomicroni, sono 
processate dalla LpL di adipe e muscolo; i residui di tale processo sono 
rappresentati dalle IDL, le quali hanno breve emivita plasmatica, essendo 
rapidamente rimosse dal fegato o rimaneggiate, attraverso ulteriore lipolisi e 
perdita di apoproteine, a LDL; queste contengono circa la metà del colesterolo 
plasmatico, e conservano, fra le apoproteine, esclusivamente l’unica copia della 
apoB100, disposta a circondare la sua superficie.36 Queste particelle sono 
rimosse prevalentemente dal recettore epatico per le LDL, mentre una parte 
minoritaria dai recettori scavenger dei macrofagi. 
Il secondo sistema è quello basato sull’apoA-I: le HDL, secrete in forma 
discoidale da fegato e intestino tenue, assumono in circolo una forma sferica, 
caricandosi di colesterolo acquisito da macrofagi, cellule periferiche e da altre 
lipoproteine. Sono dunque responsabili del trasporto inverso del colesterolo, 
ossia centripeto, veicolandolo dai tessuti periferici verso il fegato. 
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Numerose evidenze37-39 depongono per l’esistenza di vie metaboliche parallele 
nel contesto della cascata di delipidazione plasmatica VLDL-IDL-LDL, dalla 
quale possono dunque derivare prodotti di bassa densità dalle caratteristiche 
eterogenee, poichè i loro stessi precursori appaiono variegati. 
Nei soggetti normolipidemici si ritrovano almeno due principali 
sottopopolazioni nel contesto sia delle VLDL che delle IDL;40,41 per le VLDL 
si identificano due forme: le VLDL-1, più grandi e ricche in TG (TG-rich) e 
VLDL-2 (considerate, rispetto al tipo 1, come TG-poor); analogamente, anche 
nelle IDL si distinguono la forma TG-rich (IDL-1) e la controparte TG-poor 
(IDL-2).  
Fisiologicamente, nei soggetti sani, la secrezione epatica delle VLDL-2 è 
prevalente rispetto a quella VLDL-1, ed è principalmente influenzata dalla 
sintesi di colesterolo e dalla disponibilità dei suoi esteri.42 In contrasto, la 
secrezione delle VLDL-1 è maggiormente influenzata dalla disponibilità di 
trigliceridi.43,44 Inoltre le VLDL-2 originano anche dal catabolismo 
intravascolare delle VLDL-1 a opera della LpL, rappresentando una porzione 
dei residui lipolitici di queste.  
Riguardo le IDL, invece, quelle di tipo 1 rappresentano essenzialmente uno step 
della cascata di delipidazione plasmatica a partire da precursori ricchi in TG, 
mentre le IDL-2 hanno un’origine soprattutto epatica.41,45 
Con l’uso di isotopi stabili, si è dimostrata una relazione metabolica fra le 
larghe VLDL e le piccole LDL, e benchè non siano state ancora definitivamente 
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chiarite le specifiche vie precursore-prodotto nella generazione delle diverse 
sottoclassi LDL,  molte osservazioni hanno permesso di ipotizzare meccanismi 
plausibili.5,6,9   
Berneis et al, in conseguenza dei loro studi di cinetica e di intervento sulla 
dieta,5,6 sono giunti a formulare un modello che prevede due vie principali, 
dipendenti dalla disponibilità epatica di TG (si veda Fig.1); secondo questo 
schema, il fegato secerne due tipi di precursori delle LDL: lipoproteine 
contenenti apoB nella forma ‘TG-rich’ e in quella ‘TG-poor’.  
In condizioni di bassa disponibilità di TG (pathway 1), il fegato secerne VLDL-
1 come lipoproteine TG-rich, e IDL-2 come particelle TG-poor.  
Quando invece la disponibilità di TG è alta (pathway 2), sono secrete maggiori  
 
 
Fig.1 - Origine metabolica delle sottoclassi LDL
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quantità di lipoproteine più grandi, quali le larghe VLDL-1 (nella forma di TG-
rich), e VLDL-2 (quali particelle TG-poor), da cui derivano IDL1. 
Le lipoproteine TG rich sono delipidate principalmente dalla LpL e solo 
parzialmente dalla lipasi epatica (HL), e convertite infine a sottoclassi di LDL 
piccole e dense (LDL III dalle VLDL-1 e LDL IV dalle larghe VLDL-1). Dai 
precursori TG-poor derivano invece sottoclassi di LDL più grandi, quali le LDL 
I (da IDL-2) e LDL II (da VLDL-2). 
Vari studi46-48 hanno confermato la forte correlazione fra l’aumento di TG 
plasmatici e l’incremento di densità, parallelo a una riduzione delle dimensioni, 
delle sottoclassi LDL predominanti; a questo proposito Deckelbaum et al.49  
hanno descritto profondi cambiamenti fisico-chimici a carico delle LDL in un 
ambiente plasmatico ricco di TG: l’enzima CETP (cholesteryl ester transfer 
protein) è implicato nell’arricchimento in TG delle LDL (che vengono 
scambiati con esteri del colesterolo), processo che però sembra realizzarsi in 
modo apprezzabile quando è anche contemporaneamente presente una bassa 
quantità di HDL.50,51 
Il guadagno in TG da parte delle LDL permetterebbe così di sostenere un 
ulteriore processo lipolitico, catalizzato però essenzialmente dalla lipasi 
epatica,52 che ha come conseguenza la produzione di sottoclassi LDL più 
piccole.  
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LDL piccole e dense nei disturbi del metabolismo e in altre 
condizioni patologiche 
 
Molti studi hanno dimostrato un aumento della quota delle sd-LDL in 
alterazioni del metabolismo quali sindrome metabolica,53-55 diabete,56,57 
obesità58-60 e dislipidemie,33,61 nonchè in altre condizioni patologiche quali 
malattia renale cronica,62,63 ipertensione,64 PCOS,65,66 difetto di GH,67 infezione 
da HIV.68 
Alterazioni del metabolismo 
Considerando i disturbi del metabolismo, è stato mostrato come in soggetti con 
DM 2 sia presente un’aumentata secrezione di VLDL,69,70 in particolare del tipo 
1, e una simile iperproduzione è stata verificata anche in individui obesi non 
diabetici;69-71 è stato successivamente dedotto come alla base di tale anomalia 
giochi un ruolo chiave l’insulino resistenza, elemento comune alle due 
condizioni, e caratterizzante anche la sindrome metabolica; come esposto in 
precedenza nel testo, l’importanza di un eccesso di VLDL-1 ricche in TG 
risiede nell’incremento della formazione, a valle della cascata di delipidazione, 
di una maggiore quantità di small dense LDL. 
L’insulino resistenza è associata a una ridotta inibizione della lipasi ormono 
sensibile del tessuto adiposo, con conseguente aumento della lipolisi e 
aumentato afflusso di FFA (free fatty acids) verso il fegato,56,57,72 che stimola 
 17 
la sintesi di TG da parte degli epatociti;73 la persistenza cronica di tale 
situazione  promuove l’accumulo di TG nel citosol, potendo indurre steatosi 
epatica non alcolica, e promuovendo la formazione di VLDL-1.  
Toledo et al. hanno riportato che pazienti affetti da DM tipo 2 caratterizzati da 
steatosi epatica moderata e severa, avevano rispettivamente concentrazioni di 
sd-LDL-C maggiori del 25% e 72% rispetto a quelli senza steatosi epatica;74 
Cali et al. hanno invece osservato, in soggetti obesi con normale tolleranza 
glucidica, che quelli caratterizzati da HFF (hepatic fat fraction) più alta 
(>5,5%) avevano una concentrazione di sd-LDL-C del 37% maggiore rispetto 
ai soggetti con HFF più bassa (<5,5%).75 
L’insulina possiede sull’epatocita un effetto inibitorio diretto riguardo la sintesi 
di VLDL (prevalentemente di tipo 1), che in caso di resistenza all’ormone tende 
ad indebolirsi;76,77 ciò contribuisce alla sovrapproduzione di VLDL attraverso 
alcuni meccanismi chiave: in primis si realizza nell’epatocita una ridotta 
degradazione post traslazionale dell’apoB,78 rendendo così la proteina 
maggiormente disponibile per l’assemblaggio di VLDL nel reticolo 
endoplasmatico, nel quale gioca un ruolo essenziale l’enzima MTP 
(microsomial transfer protein): quest’ultimo risulta maggiormente espresso nel 
caso di insulino resistenza,79 poichè la trascrizione del gene che lo codifica è 
influenzata negativamente dall’insulina; la conseguenza è un incremento della 
formazione di pre-VLDL, rapidamente lipidate a dare VLDL-2. Infine, è stata 
documentata un’aumentata attività della fosfolipasi D1 e di ARF-1 (ADP 
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Rybosilation Factor 1);56,80 ARF-1 è un fattore coinvolto nel trasporto delle 
VLDL-2 dal loro sito di formazione, il reticolo endoplasmatico, all’apparato di 
Golgi dell’epatocita, dove la fosfolipasi D1 è responsabile invece del loro 
arricchimento in TG, con formazione di VLDL-1.81,82 
Inoltre, nella sindrome metabolica, nel DM 2 e nell’obesità viscerale sono stati 
documentati livelli plasmatici più bassi di adiponectina:83 si ritiene che anche 
questo elemento contribuisca alla disregolazione della secrezione VLDL-1; 
l’adiponectina è infatti un ormone peptidico sintetizzato principalmente nel 
tessuto adiposo, e fra i suoi effetti vi è quello di promuovere l’ossidazione degli 
FFA nel muscolo scheletrico e nel fegato;84 in contrasto, il suo difetto 
promuove il loro accumulo. Inoltre, dati in vitro85 suggeriscono un ruolo 
dell’adiponectina nell’attivazione del sistema PPAR-alfa, coinvolto nel ridurre 
la disponibilità di TG per l’assemblaggio delle VLDL; ancora, livelli più bassi 
dell’ormone renderebbero meno efficace questa via di regolazione. 
Malattia renale cronica 
Anomali valori di sd-LDL-C sono stati ripetutamente dimostrati nella malattia 
renale cronica (CKD, cronic kidney disease); in tale condizione, la principale 
causa di morbidità e mortalità è rappresentata dalla malattia cardiovascolare,86-
88 quindi, benchè alcuni pazienti infine sviluppino ESRD, la maggioranza dei 
soggetti affetti da CKD va incontro ad exitus a causa di CVD prima che diventi 
necessario il ricorso alla dialisi.89 Parecchi fattori contribuiscono 
all’aterogenesi in corso di malattia renale cronica: oltre ai classici fattori di 
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Framingham, è stato suggerito un ruolo chiave di fattori non tradizionali, 
correlati all’uremia;90 tuttavia è stato dimostrato che, nella CKD da lieve a 
moderata, tali parametri aggiungono solo poco alla stima del rischio 
cardiovascolare rispetto all’uso di quelli classici;91,92 Chu et al., sulla base di 
precedenti studi e delle loro stesse osservazioni, hanno proposto dunque 
l’utilizzo dello sd-LDL-C quale fattore di rischio capace di migliorare la 
predizione della malattia cardiovascolare in corso di malattia renale cronica.93 
I pazienti con funzione renale compromessa esibiscono specifiche alterazioni 
del metabolismo lipoproteico, con variazioni che dipendono dal grado di 
compromissione, eziologia, presenza o meno di sindrome nefrosica ed 
eventuale metodo di dialisi.94,95  
L’ alterazione più comune è rappresentata nell’ ipertrigliceridemia (da 
incremento delle VLDL),96,97 e ad essa è spesso associato l’aumento della quota 
delle sd-LDL,62,63,98,99 nonostante i valori di colesterolo LDL e totale siano 
generalmente normali o anche ridotti, ad eccezioni dei casi di proteinuria in 
range nefrosico.100 
Rajman et al. trovarono che un incremento delle sd-LDL sembrava essere una 
caratteristica precoce della dislipidemia uremica, e che tale anomalia tendeva a 
persistere anche successivamente al trapianto renale;98 Alabakovska et al.  
hanno dimostrato che, in soggetti in ESRD, la principale anomalia lipidica 
associata ad aterogenesi era la prevalenza in questi delle sottoclassi più piccole 
di LDL e HDL.63 
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Il gruppo guidato da Chu ha invece recentemente resi noti i risultati dell’analisi 
di 131 soggetti con CKD: questi, rispetto ai controlli, esibivano una minore 
quantità di colesterolo totale, LDL e HDL, associata però a un incremento 
significativo di sd-LDL-C e del rapporto  fra sd-LDL-C e LDL-C.93 
Disfunzione endoteliale 
La disfunzione endoteliale, complesso fenomeno patologico che altera 
l’omeostasi vascolare, rappresenta un marcatore precoce di aterosclerosi. E’ 
stata descritta inizialmente in soggetti ipertesi,101 e successivamente riscontrata 
nel diabete,102  nella coronaropatia103 e nello scompenso cardiaco.104  
Benchè la valutazione della funzione endoteliale non sia ancora entrata nell’uso 
routinario nel contesto della pratica clinica, un crescente corpo di evidenze 
supporta il suo valore predittivo per futuri eventi cardiovascolari: le analisi 
multivariate di 10 studi con un follow up lungo fino a 92 mesi hanno dimostrato 
che la disfunzione endoteliale è associata ad un aumento del rischio da 3 a 5 
volte.105 
Alcuni studi hanno confrontato il grado di disfunzione endoteliale nel circolo 
coronarico106 o in vasi periferici,107-110 testando l’associazione fra questo e le 
sottoclassi lipoproteiche. 
Ford, McConnell et al.106 hanno studiato la funzione dell’endotelio coronario, 
tramite somministrazione intracoronarica di acetilcolina (vasodilatore 
endotelio-dipendente), in un campione di 490 pazienti, composto in 
maggioranza da donne e soggetti di razza caucasica, con età media di circa 50 
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anni; è stato dimostrato che la disfunzione endoteliale epicardica non correlava 
ai parametri lipidici convenzionali, ma che era invece associata a sd-LDL-C, 
relazione che persisteva nonostante aggiustamenti per età, genere, diabete, 
trigliceridi, pressione arteriosa  e uso di statine.  
Woodman et al.109 hanno valutato la funzione endoteliale nel microcircolo 
dell’avambraccio, misurando il parametro FBF (Forearm Blood Flow) 
mediante pletismografia ad occlusione venosa e somministrazione di 
acetilcolina in arteria brachiale, in un gruppo di 43 soggetti affetti da DM tipo 
2, paragonandola a quella di un gruppo di controlli. I diabetici avevano 
funzione endoteliale alterata rispetto ai controlli, ed è stato dimostrato che la 
dimensione delle LDL (r=0.41; p=0.007) era predittiva della risposta FBF alla 
somministrazione di Ach, indipendentemente da età, genere, PAS. 
Uno studio su un campione di donne in menopausa ha concluso che i valori 
aumentati di sd-LDL nei soggetti in sovrappeso erano correlate a disfunzione 
endoteliale, e che questa era ridotta dal trattamento con fluvastatina, 
verosimilmente perchè il farmaco era responsabile della riduzione della 
frazione delle sd-LDL.110 
Okumura et al.108 hanno reclutato 120 uomini giapponesi apparentemente sani 
(età media di circa 50 anni), e la loro funzione endoteliale è stata valutata 
tramite l’ iperemia reattiva digitale con tecnica EndoPAT, dalla quale è stato 
ricavato il parametro RHI (Reactive Hyperemia Index); successive analisi di 
 22 
regressione multipla hanno dimostrato come lo sd-LDL-C rappresentava un 
determinante indipendente dell’indice di iperemia reattiva. 
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Aterogenicità delle sd-LDL 
 
La maggiore aterogenicità delle piccole LDL, rispetto alle sottoclassi di 
maggiori dimensioni, è stata verificata in numerosi studi sperimentali.5-8 In 
primo luogo, dato il loro diametro inferiore, esse possono penetrare più 
facilmente attreverso l’endotelio;22 tendono inoltre a permanere più facilmente 
nello spazio subendoteliale, a causa di una maggiore affinità per i proteoglicani 
localizzati a tale livello;111 è stato osservato, nelle LDL dei soggetti con pattern 
di tipo B, un ridotto contenuto di acido sialico,8 e dato che tale molecola è 
localizzata sulla superficie di queste particelle, ed espone cariche negative, è 
verosimile che il suo deficit nelle sd-LDL sia responsabile della minore 
capacità di repulsione nei confronti dei proteoglicani subendoteliali. 
Inoltre, le sd-LDL hanno un’affinità più bassa per il recettore epatico delle 
LDL, e ciò si traduce in una rimozione plasmatica meno efficace da parte del 
fegato.7,8,112 Questa caratteristica sembra essere condizionata dalla struttura 
tridimensionale dell’apoB100, ligando del recettore; tale proteina possiede 
infatti una flessibilità conformazionale intrinseca,36,113 e in particelle più 
piccole si verifica una variazione nell’esposizione di alcuni epitopi, tale da 
influenzare negativamente il legame al recettore.114,115 A ciò contrubuiscono 
due elementi: primo, la maggiore suscettibilità ossidativa delle sd-LDL,116,117 
correlata a un minor contenuto di molecole antiossidanti, come la vitamina 
E;118,119 secondo, l’aumentata glicazione cui va incontro l’apoB100 nelle 
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piccole LDL.120-122 Younis et al.120 hanno evidenziato come, in 44 soggetti non 
diabetici, la percentuale di apoB glicata era dieci volte più alta nelle sd-LDL 
rispetto alle buoyant; il fenomeno è stato dimostrato anche in soggetti con 
sindrome metabolica e con DM 2.122  La glicazione, infatti, coinvolge epitopi 
molto prossimi al sito di legame col recettore, condizionando negativamente 
l’affinità di legame;123,124 le LDL ossidate e glicate sono così prevalentemente 
rimosse dai recettori scavenger di macrofagi e cellule endoteliali, promuovendo 
la formazione di cellule schiumose.124 
L’ossidazione, inoltre, genera OSE (oxidation specific epitopes), i quali 
possono essere riconosciuti da recettori coinvolti in flogosi e aterosclerosi, 
quali il TLR-4 (toll like receptor 4) e il CD36.125 
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Ruolo delle LDL piccole e dense come biomarker 
Rischio cardiovascolare 
Studi trasversali, caso controllo e prospettici effettuati nel corso degli anni, si 
sono dimostrati a favore dello stretto rapporto fra un pattern LDL di tipo B e la 
malattia cardiovascolare.5,6,8,19,126,127 
Fra i primi, Austin et al. determinarono le sottoclassi LDL predominanti in 109 
pazienti con coronaropatia e in 121 controlli, trovando che i soggetti con pattern 
di tipo B avevano un rischio di infarto miocardico tre volte più elevato rispetto 
a quelli con pattern A, e che questa relazione era indipendente da età e sesso;20 
questa associazione è stata poi successivamente confermata da altri autori e in 
altri gruppi etnici.128  
Fra gli studi caso controllo, Ai et al.129 hanno quantificato lo sd-LDL-C in 1680 
donne con e senza coronaropatia, partecipanti al Framingham Offspring Study; 
i livelli medi di sd-LDL-C erano significativamente più alti in quelle con CAD 
(coronary artery disease) rispetto alle non malate, sebbene i due gruppi 
avessero livelli medi di LDL-C simili. A differenza delle donne, 1508 uomini 
con e senza CAD, facenti parte dello stesso studio, avevano simili livelli di sd-
LDL-C, ma la percentuale di sd-LDL-C sul colesterolo LDL era più alta nel 
gruppo con CAD; gli Autori hanno concluso che, poichè gli uomini hanno 
generalmente più fattori confondenti rispetto alle donne, nel sesso maschile il 
rapporto fra sd-LDL-C e LDL-C risultava più informativo che non la 
concentrazione assoluta di sd-LDL-C.  
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Koba et al.130 hanno confrontato 482 pazienti con CAD stabile e 389 soggetti 
senza coronaropatia, non diabetici e non in trattamento ipolipemizzante; 
ancora, è stata confermata la dimensione media LDL significativamente più 
piccola nel gruppo dei casi rispetto ai controlli, e viceversa concentrazioni di 
sd-LDL-C significativamente maggiori. E’ stato poi verificato che, non solo il 
livello di sd-LDL-C era associato a coronaropatia severa indipendentemente da 
quello di LDL-C, ma anche che il primo rappresentava un biomarker più 
potente rispetto al secondo per la determinazione di CAD severa e stabile. 
Fra gli studi prospettici, St-Pierre et al.3 hanno stimato, in modo 
semiquantitativo con GGE, i valori di colesterolo contenuti nelle piccole e 
grandi sottoclassi LDL in una coorte di 2072 uomini del Quebec 
Cardiovascular Study; all’inzio del follow up, durato 13 anni, nessun soggetto 
era affetto da cardiopatia ischemica, ma nel corso degli anni sono stati registrati 
262 primi eventi di CAD. E’ stata dimostrata l’associazione forte e 
indipendente fra i valori di sd-LDL-C e il rischio di eventi ischemici, in 
particolare nei primi 7 anni di follow up, mentre l’ aumento di colesterolo nelle 
sottoclassi LDL più larghe non era correlato all’incremento del rischio di 
cardiopatia ischemica. 
Lo studio Suita,131 effettuato su una coorte di 2034 soggetti reclutati dalla 
popolazione urbana giapponese, ha riportato che l’aumento di sd-LDL-C era 
significativamente associato a incremento del rischio di malattia 
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cardiovascolare, e specialmente di infarto miocardico, indipendentemente dal 
valore di LDL-C. 
Grammer et al. hanno analizzato 1643 soggetti dello studio prospettico LURIC, 
basato su una coorte di pazienti indirizzati ad angiografia coronarica; le 
lipoproteine sono state separate secondo un metodo combinato di 
ultracentrifugazione-precipitazione, e i pazienti classificati in tre gruppi sulla 
base del diametro medio delle loro LDL; è stato dimostrato che la mortalità a 
lungo termine, sia totale che cardiovascolare, era maggiore nei soggetti del 
gruppo delle LDL piccole rispetto a quello con LDL intermedie, e che tale 
relazione era essenzialmente indipendente dagli altri fattori di rischio 
cardiovascolare riconosciuti.132  
Nishikura et al. hanno seguito per 7 anni 190 pazienti affetti da CAD stabile: 
coloro che durante il follow up hanno sviluppato eventi cardiovascolari, 
avevano un livello significativamente più alto di sd-LDL-C e del rapporto fra  
sd-LDL-C e LDL-C, così come LDL significativamente più piccole; l'analisi 
Kaplan-Meier di sopravvivenza libera da eventi ha dimostrato inoltre che i 
pazienti con sd-LDL-C > 35mg/dl (livello mediano) avevano una prognosi 
significativamente peggiore; tali risultati hanno confermato lo sd-LDL-C come 
un marker molto promettente anche nel predirre futuri eventi cardiovascolari 
nella prevenzione secondaria in corso di CAD stabile.133 
Recentemente sono stati resi noti i risultati del follow up, durato circa 11 anni, 
di una coorte formata da 11.419 uomini e donne facenti parte dello studio 
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birazziale ARIC (Atherosclerosis Risk In Communities);134 oltre ad ottenere 
risultati analoghi a studi precedenti, è stato constatato che anche negli individui 
considerati a basso rischio cardiovascolare sulla base del livello di LDL-C, lo 
sd-LDL-C era predittivo invece per il rischio di incidenza di CAD. 
Rischio cerebrovascolare  
Mentre un valore elevato di colesterolo LDL è ritenuto un essenziale fattore di 
rischio per eventi coronarici, quando il focus si sposta sull’associazione fra 
questo e gli eventi ischemici cerebrali, la relazione risulta piuttosto debole; in 
contrasto, nell’ultimo decennio, si sono  accumulate molte osservazioni a 
favore dell’associazione statisticamente significativa fra le alterazioni 
qualitative delle LDL (in particolare la predominanza di sd-LDL) e la malattia 
cerebrovascolare.135-137 
Zhao et al.135 in un ampio studio caso-controllo nella popolazione cinese, hanno 
analizzato in modo semiquantitativo con GGE lo sd-LDL-C di 299 pazienti con 
ictus e di 299 controlli; il livello colesterolo contenuto nelle small dense LDL 
era più alto nei soggetti con ictus (sia ischemico che emorragico) rispetto ai 
controlli; analisi di regressione multipla hanno dimostrato la significatività di 
questa relazione anche dopo aggiustamento per TG, HDL-C, LDL-C, pressione 
arteriosa sistolica; infine, il calcolo degli odds ratio indicava un rischio relativo 
stimato a 3.111 per ictus ischemico (p<0.001).  
Successivamente, Zeljkovic et al.136 hanno indagato l’associazione fra le 
sottoclassi LDL e il rischio sia di ictus ischemico (AIS, acute ischemic stroke) 
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 che di mortalità a breve termine dopo tale evento; i casi erano rappresentati da 
200 pazienti ricoverati per il primo ictus della loro vita e i controlli da 162 
soggetti sani; non solo i casi avevano più LDL delle sottoclassi III e IV, come 
una maggiore quantità di sd-LDL-C (p<0.001), ma lo sd-LDL-C era 
significativamente più alto nei pazienti che erano andati incontro ad exitus 
intraospedaliero (n = 75) rispetto  ai sopravvissuti; quindi, lo sd-LDL risultava 
come un fattore predittivo significativo sia per AIS (OR-4.31, p<0.001) che per 
mortalità intraospedaliera dopo AIS (OR=5.50, p<0.05); la relazione osservata 
persisteva dopo aggiustamento per i fattori di rischio convenzionali.  
Cure et al.137 hanno confrontato  54 uomini e donne con recente diagnosi di 
ictus e 50 controlli; ancora, il diametro medio delle LDL era più piccolo nel 
gruppo dei casi (26.8 ± 0.31 nm vs. 27.0 ± 0.31 nm, P = 0.003) mentre il livello 
di sd-LDL-C risultava significativamente più alto (8.2 ± 7.8 mg/dL vs. 3.3 ± 
3.5 mg/dL, P < 0.001). 
Nei soggetti affetti da aterosclerosi carotidea, il principale fattore predittivo di 
ictus ischemico è rappresentato dal grado di stenosi del vaso, che viene 
misurato tramite ECO in termini di ‘spessore intima-media’ (CA-IMT, Carotid 
Intima Media Thickness), inteso come la distanza tra l’interfaccia lume-intima 
e quella media-avventizia della parete della carotide comune e/o di quella 
interna.  
E’ stato inoltre dimostrato come questo parametro rappresenti un indice 
surrogato di aterosclerosi. 
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Vari studi138,139 hanno riportato come il valore di CA-IMT risulti correlato al 
livello colesterolo contenuto nelle sd-LDL: Norata et al.138 hanno selezionato 
in modo casuale 156 soggetti sani (senza sintomi né storia clinica di malattia 
cardiovascolare, dislipidemia, o DM) dallo studio PLIC (Progressione Lesione 
Intimale Carotidea) investigando la relazione fra CA-IMT e sottoclassi 
lipoproteiche; gli Autori hanno constatato che solo i valori di colesterolo 
contenuto nelle sottoclassi corrispondenti alle TG-rich e alle small dense LDL 
erano predittivi, e in modo indipendente, della variazione di spessore 
dell’intima-media carotidea. 
Shoji et al.139 hanno analizzato i dati di 326 individui che erano stati sottoposti 
ad ecografia carotidea, fra i quali erano compresi pazienti affetti da dislipidemia 
(ma non in trattamento con farmaci ipolipemizzanti), DM, ipertensione, 
malattia renale cronica; esaminando il grado dell’associazione fra le distinte 
variabili lipidiche e il valore di CA-IMT, hanno constatato come questo 
mostrasse una relazione più stretta con il livello di sd-LDL-C, piuttosto che con 
i valori di LDL-C o TG. Tuttavia, sono stati individuati altri fattori, oltre alla 
gravità della stenosi causata da un ateroma carotideo, capaci di predire il rischio 
di un evento neurologico acuto, in particolare il grado di instabilità della 
placca.140,141  
Questo risulta particolarmente influenzato dal tipo di cellularità nell’ateroma: 
l’accumulo di macrofagi e una scarsa proliferazione di CML lo rendono più 
vulnerabile; è stato dimostrato che la composizione cellulare della placca è 
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modulata non tanto dal valore di LDL-C, quanto dalla qualità del colesterolo 
LDL.142,143 
Partendo da questi presupposti, Zambon et al.144 hanno valutato con 
immunocitochimica il tipo di cellularità in campioni di placche carotidee, 
ottenuti da 45 pazienti indirizzati a endoarterectomia per grave stenosi; le 
sottoclassi LDL sono state separate tramite UC in campioni di plasma di tali 
soggetti; il gruppo ha dimostrato che il valore di sd-LDL-C era 
significativamente correlato all’accumulo di macrofagi e inversamente 
associato alla proliferazione di cellule muscolari lisce, mentre non è stata 
riscontrata una relazione fra la composizione cellulare e i valori di LDL-C, 
HDL-C e TG; dunque, il livello di colesterolo nelle small dense LDL 
rappresentava un marker di vulnerabilità della placca. 
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Modulazione farmacologica delle sottoclassi LDL 
 
Il trattamento ipolipemizzante ha dimostrato nella maggioranza dei trial la 
capacità di ridurre lo sd-LDL-C, con effetto generalmente proporzionale alla 
dose,145 e indipendentemente da sesso e etnia.22 
Statine 
Le statine sono state i farmaci maggiormente valutati, e hanno dimostrato di 
agire su tutte le sottoclassi LDL: pur avendo nella maggioranza dei casi ridotto 
i livelli assoluti di sd-LDL-C, con intensità variabile fra diversi agenti,  spesso 
non hanno indotto una variazione, se non minima, della dimesione media delle 
LDL,6 perchè riducendo in modo analogo le sottoclassi LDL sia piccole che 
grandi, il rapporto fra le due quote rimaneva sostanzialmente simile,33 ed è stata 
talvolta riscontrata un’aumentata frequenza del pattern B.146  
La pravastatina ha influenzato positivamente la size in alcuni studi147,148 ma non 
in altri;149,150 analogamente, la simvastatina ha mostrato effetti 
significativi,151,152 moderati153 o assenti;154 per fluvastatina, atorvastatina e 
rosuvastatina è stata invece verificata una maggiore efficacia; la prima ha 
mostrato più frequentemente la modulazione favorevole della dimensione 
media LDL;155 analogamente l’atorvastatina.156,157 Uno studio su 191 soggetti 
dislipidemici, trattati con atorvastatina per 8 settimane, ha mostrato la riduzione 
significativa di sd-LDL-C (p < 0,0001) e l’incremento di size delle particelle 
LDL (p < 0,01), con effetti più pronunciati all’aumentare della dose.145 Ai et al. 
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hanno confrontato atorvastatina e rosuvastatina in un gruppo di 271 pazienti, 
trattati a dosi massimali per 6 settimane; i due farmaci hanno mostrato efficacia 
analoga nel ridurre i livelli di TG, ma la rosuvastatina è risultata migliore nella 
riduzione di sd-LDL-C.158  
Fibrati 
I fibrati sono stati valutati in pazienti dislipidemici e diabetici, mostrando di 
essere in grado di agire sia limitando i valori di sd-LDL-C, sia di aumentare la 
dimensione media delle LDL, con efficacia variabile fra gemfibrozil,159 
bezafibrato160 e fenofibrato.161 
Agouridis et al.162 hanno valutato i diversi effetti di un trattamento di 12 
settimane con rosuvastatina da sola ad alte dosi, rispetto a un dosaggio medio 
di questa in combinazione a fenofibrato; analizzando la size delle LDL con 
elettroforesi, gli Autori hanno riscontrato che era aumentata in entrambi i casi, 
ma in misura maggiore nel regime di combinazione. 
Ezetimibe 
La maggioranza degli studi pubblicati hanno riportato effetti favorevoli di 
ezetimibe sulle sottoclassi LDL.163,164 
Tomassini et al.165 hanno confrontato, in un trial di 6 settimane in soggetti con 
DM2 e ipercolesterolemia, il regime di combinazione rappresentato da 
ezetimibe e simvastatina rispetto alla sola atorvastatina, riscontrando una 
maggiore riduzione delle LDL dense nel primo caso; in contrasto, Stojakovic 
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et al.166 hanno invece descritto che l’aggiunta di ezetimibe a fluvastatina, in 
soggetti diabetici o affetti da cardiopatia ischemica, non si traduceva in 
un’ulteriore riduzione delle LDL dense rispetto alla sola fluvastatina. 
Winkler et al.167 hanno indagato, in soggetti diabetici, i diversi effetti fra una 
monoterapia di ezetimibe e una di simvastatina, rispetto alla combinazione di 
entrambi, trovando che tutti i regimi riducevano lo sd-LDL-C, la simvastatina 
più di ezetimibe, e il regime di combinazione nella misura maggiore. 
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CONFRONTO FRA DUE METODI DI STIMA DELLA 
DIMENSIONE DELLE LIPOPROTEINE A BASSA DENSITA’ 
 
Razionale 
 
Per quanto precedentemente esposto, si è cercato di evidenziare la possibile 
convenienza, ai fini di una migliore stratificazione del rischio, della 
determinazione del tipo di pattern LDL caratterizzante un determinato soggetto.  
Tuttavia, data la complessità delle procedure di laboratorio, nonchè le risorse 
economiche necessarie per poter disporre dell’analisi delle sottoclassi LDL nei 
diversi pazienti, sono state cercate strategie alternative capaci di stimare, 
attraverso l’interpretazione dei dati lipidici e apoproteici comunemente dosati 
nella routine clinica, dei parametri relativi alla dimensione media delle 
particelle lipoproteiche a bassa densità. 
Fra tali misure derivative, il rapporto fra colesterolo e apoB contenuti 
all’interno delle LDL, si è imposto da circa due decenni, nell’opinione 
laboratoristica e clinica, come un plausibile indice della size delle LDL 
stesse.168 
Alla base dell’attendibilità di questo rapporto, si trova l’osservazione che 
ciascuna di queste particelle contiene una sola molecola di apoB: considerando 
due soggetti con valori analoghi di C-LDL, ipotizzando che uno abbia valori 
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maggiori di apoB-LDL, risulta intuibile poterne derivare che questi deve avere 
un numero maggiore di particelle, che, nella fattispecie, risulteranno 
mediamente più piccole. 
Hattori et al.168, partendo da tali presupposti, hanno elaborato una formula per 
stimare il valore del rapporto fra C-LDL a apoB-LDL, senza dover misurare 
direttamente alcuno dei due parametri, ma ricavandoli da altri analiti lipidici 
comunemente dosati nella pratica clinica, quali C-tot, C-HDL, TG e apoB100 
totale. 
Per conseguire tale obiettivo, il gruppo ha condotto analisi statistiche su 
migliaia di dati ottenuti con l’ultracentrifugazione di campioni di plasma di 
circa 2000 soggetti; in ciascun campione sono state così separate per densità le 
diverse classi lipoproteiche, e in ognuna di esse sono stati dosati colesterolo, 
TG e apoB. 
Quindi, sullo schema dell’equazione di Friedewald, sono state costruite due 
formule approssimate per il calcolo di C-LDL e apoB-LDL; i valori da esse 
forniti sono stati confrontati, attraverso regressione, con quelli direttamente 
misurati, trovando in entrambi i casi un’altissima associazione; di seguito è 
riportata la formula finale di Hattori: 
 
𝐶𝐿𝐷𝐿
𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿
=  
0,94 𝐶𝑡𝑜𝑡 − 0,94 𝐶𝐻𝐷𝐿 − 0,19 𝑇𝐺
𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 − (0,09 𝐶𝑡𝑜𝑡 − 0,09 𝐶𝐻𝐷𝐿 −  0,08 𝑇𝐺)
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Analizzando il numeratore traspare la forte analogia con l’equazione di 
Friedewald, risultando dei coefficienti leggermente diversi; Hattori ha 
affermato che tale modalità di calcolo per il C-LDL debba essere considerata 
più precisa, in quanto dal valore così ottenuto sarebbe teoricamente esclusa la 
quota del colesterolo IDL. 
Riassumendo, la formula di Hattori permette di ricavare un valore molto 
attendibile del rapporto fra C-LDL e apoB-LDL, dunque un parametro 
informativo della size delle LDL, bastando per il calcolo: colesterolo totale e 
HDL, trigliceridi e apoB totale. 
Di recente, abbiamo elaborato una nuova formula per il calcolo del rapporto fra 
C-LDL e apoB-LDL, allo scopo di apportare un miglioramento nella stima del 
valore del rapporto stesso; ci siamo infatti basati su presupposti diversi rispetto 
ad  Hattori: i trigliceridi non sono più considerati nella nuova equazione, che 
prevede invece il dosaggio diretto del colesterolo LDL e una diversa modalità 
di calcolo dell’apoB-LDL, fondata sull’osservazione del rapporto medio, in 
termini di peso, fra le diverse costituenti delle VLDL (si veda Fig.2). 
In tali particelle, infatti, è stato evidenziato come mediamente il 20% circa del 
peso corrisponda a  colesterolo, mentre un 8% circa all’unica copia di apoB100; 
vale dunque la seguente equazione: 
 
𝑎𝑝𝑜𝐵𝑉𝐿𝐷𝐿
𝐶𝑉𝐿𝐷𝐿
=  
8
20
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che risolta in funzione di 𝑎𝑝𝑜𝐵𝑉𝐿𝐷𝐿 : 
 
𝑎𝑝𝑜𝐵𝑉𝐿𝐷𝐿 =  
2
5
 𝐶𝑉𝐿𝐷𝐿 
 
 
Sottraendo all’apoB totale la quota contenuta nelle VLDL, e giudicando 
trascurabile la quantità di apoB-IDL, si ricava l’apoB delle LDL:  
 
𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿 =  𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 −  𝑎𝑝𝑜𝐵𝑉𝐿𝐷𝐿 
 
 
Per le approssimazioni descritte, vale che: 
𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿 =  𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 −  
2
5
 𝐶𝑉𝐿𝐷𝐿 
 
Il valore del C-VLDL può essere ricavato sottraendo la quota LDL e HDL dal 
colesterolo totale, quindi: 
 
𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿 =  𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 −  
2
5
 ( 𝐶𝑡𝑜𝑡 − 𝐶𝐿𝐷𝐿 − 𝐶𝐻𝐷𝐿 ) 
 
Si può concludere con: 
 
𝐶𝐿𝐷𝐿
𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿
=  
𝐶𝐿𝐷𝐿
𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 −  
2
5
 ( 𝐶𝑡𝑜𝑡 − 𝐶𝐿𝐷𝐿 − 𝐶𝐻𝐷𝐿 ) 
 
 
 
Tale equazione rappresenta la formula di Pisa.
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Fig.2 - Composizione percentuale delle diverse classi lipoproteiche 
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Scopo 
L’obiettivo principale dello studio è rappresentato dalla valutazione 
dell’efficacia, rispetto a quella di Hattori, della nostra formula quale migliore 
modalità di approssimazione del rapporto fra C-LDL e apoB-LDL, attraverso i 
dati ricavati dall’ultracentrifugazione e frazionamento dei campioni di plasma 
dei soggetti reclutati. 
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Materiali e metodi 
 
Soggetti 
Per lo studio sono stati selezionati 86 pazienti, reclutati presso il reparto di 
Medicina Generale ad indirizzo metabolico del Dipartimento di Medicina 
Interna dell’Università di Pisa. 
 
Protocollo sperimentale 
Per ciascun paziente partecipante allo studio sono stati identificati, mediante 
anamnesi e visita: sesso, etnia, età, presenza o meno di diabete, malattia 
cardiovascolare, ipertensione, eventuale utilizzo di farmaci 
ipocolesterolemizzanti; sono stati misurati peso, altezza e circonferenza 
addominale. A ciascun soggetto è stato praticato un prelievo di sangue venoso 
a digiuno; tali campioni sono stati quindi centrifugati a 3000 rpm per 15 minuti. 
Il plasma, opportunamente aliquotato, è stato immediatamente congelato e 
conservato a -80°C. Su varie aliquote sono stati determinati i valori di 
colesterolo (totale, LDL, HDL), TG, apoA, apoB, Lp(a).  
Una quota di plasma, di volume pari a 1 ml, è stata invece utilizzata per la 
caratterizzazione del profilo lipoproteico di ciascun paziente: il campione, 
diluito con 3 ml di una soluzione di KBr di densità pari a 1,21 g/ml, è stato 
versato in un tubo Beckman da 13 ml; sul campione sono stati quindi stratificati 
9 ml di una soluzione di KBr di densità pari a 1,006.  I tubi sono stati 
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ultracentrifugati a 65000 rpm per 70 minuti, ad una temperatura di 6°C; tale 
procedura ha permesso di separare le diverse classi lipoproteiche in funzione di 
densità e flotation rate.  
Successivamente,  il  contenuto di ciascun tubo Beckman è stato suddiviso in 
37 frazioni, attraverso l’uso di una pompa peristaltica e di un collettore di 
frazioni.  
In ciascuna delle frazioni così ottenute è stato dosato il colesterolo. 
 
Analisi statistica dei dati 
I valori delle variabili in esame, quando non altrimenti specificato, sono 
presentati come media e deviazione standard. I confronti fra gli indici di size e 
densità delle LDL sono stati condotti attraverso l’ analisi di regressione. I 
confronti fra i quartili di (13-17):(13-25) sono stati eseguiti mediante ANOVA 
per le variabili continue e con Chi quadrato nel caso di variabili categoriali. 
Le analisi sono state condotte utilizzando il programma JMP® 9 (SAS Institute, 
Cary, NC). 
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Risultati 
 
Caratteristiche della popolazione 
Sono stati studiati 86 soggetti, 60 maschi e 22 femmine, di età media di 64,9 ± 
7,1 anni (range 45 - 80); 17 soggetti sono risultati affetti da CVD, 26 da DM, 
mentre 25 da entrambe le condizioni; 62 erano ipertesi. Le principali 
caratteristiche della popolazione in studio sono riassunte in Tab.2. 
 
Tab.2 - Caratteristiche della popolazione in studio 
Genere (M/F) 60/26 
DM (%) 30,2 
CVD (%) 19,8 
DM + CVD (%) 29,1 
HT (%) 72,1 
Statine (%) 59,3 
 Media ± DS Range 
Età (anni) 64,9 ± 7.1 45 - 80 
BMI (Kg/m2) 28,3 ± 3,9 19,6 - 38,3 
C-tot (mg/dl) 185 ± 38 107 - 324 
C-LDL (mg/dl) 112 ± 32 54 - 240 
C-HDL (mg/dl) 50 ± 12 22 - 92 
TG (mg/dl) 133 ± 53 61 - 341 
apoA (mg/dl) 150 ± 26 87 - 235 
apoB (mg/dl) 92 ± 26 51 - 224 
Lp(a) (mg/dl) 29 ± 30 3 - 129 
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Caratterizzazione del profilo lipoproteico attraverso DGUC 
Riportando su di un grafico i valori di colesterolo ritrovati nelle diverse frazioni 
in funzione del numero della frazione, è possibile ottenere una curva come 
quella riportata in Fig.3. 
Soggetti diversi possono differenziarsi molto in termini di concentrazioni 
assolute di colesterolo: allo scopo di poterli meglio confrontare, per ciascun 
paziente, i valori dosati nelle diverse frazioni sono stati corretti in funzione del 
colesterolo totale, ricavando valori percentuali, indicativi della quantità relativa 
di colesterolo per frazione. 
Per ciascun soggetto è stato calcolato, dal profilo lipoproteico così ottenuto, il 
rapporto fra il numero della frazione in cui cadeva il picco del contenuto di 
colesterolo e il numero delle frazioni ottenute, ricavando il parametro Rf 
(Relative flotation), che rappresenta un indice della buoyancy delle particelle 
LDL. 
L’anglosassone buoyancy si riferisce a  un concetto trasponibile in italiano con 
il termine ‘galleggiabilità’: se in un soggetto sono predominanti delle LDL ‘less 
buoyant’, queste, in seguito a UC, tenderanno a spostarsi più in basso, più 
prossime alla regione dove si sono mosse le HDL, rispetto alle loro controparti 
‘more buoyant’; quindi, il picco del contenuto di colesterolo LDL (si veda 
Fig.2) cadrà in una frazione più prossima alla prima rispetto a un soggetto con 
LDL caratterizzate da una maggiore buoyancy. 
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Dato uno stesso numero di frazioni totali, il valore del parametro Rf è minore 
nel primo caso, denotando un inferiore grado di ‘galleggiabilità’ delle LDL. 
 
Fig.3 - Profilo lipoproteico ottenuto attraverso DGUC
 
 
Confronto fra formula di Hattori e parametro Rf 
E’ stata analizzata tramite regressione la relazione fra la stima del diametro 
delle LDL secondo Hattori e l’indice di densità Rf. Non è stata verificata 
un’associazione significativa (si veda Fig.4). 
Fig.4 - Regressione fra formula di Hattori e Rf
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Confronto fra formula di Hattori e formula di Pisa 
Quale premessa alla verifica della convenienza, nella stima della size delle 
LDL, proveniente dall’uso della nostra formula rispetto a quella di Hattori, le 
due equazioni sono state confrontate attraverso un’analisi di regressione (si 
veda Fig.5). E’ evidente la forte associazione (r2 = 0,96 ; p < 0,0001) tra le 
distribuzioni dei valori calcolati con le due formule. 
 
Fig.5 - Regressione fra le due formule per la stima della size 
 
 
 
Confronto fra formula di Pisa e parametro Rf 
Il passo successivo è stato testare rispetto a Rf, quale innovativo e 
potenzialmente migliore indice di size, la nostra formula. 
La regressione ha dimostrato l’assenza di correlazione fra le due variabili (si 
veda Fig.6). 
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Fig.6 - Regressione fra misura di size secondo la formula di Pisa e Rf 
 
 
 
Confronto fra formula di Pisa e parametro  (13-17):(13-25)  
L’analisi è stata implementata prendendo in considerazione un’ulteriore misura 
di buoyancy, ovvero il parametro (13-17):(13-25), che rappresenta il rapporto 
fra la somma del colesterolo, in termini di quantità relative, nelle frazioni dalla 
13 alla 17 (corrispondenti alla spalla sinistra del picco delle LDL nella curva 
del profilo lipoproteico) e la somma del colesterolo nelle frazioni dalla 13 alla 
25, ritenute quelle comprendenti, nel loro insieme, il C-LDL. Le frazioni dalla 
13 alla 15 sono invece quelle in cui viene ad essere contenuto il colesterolo 
delle LDL più dense. 
In Fig.7 sono mostrati i risultati della regressione fra i valori stimati di size 
secondo la nostra formula e il rapporto fra i range di frazioni appena 
considerato; ne risulta l’assenza di un’associazione significativa. 
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Fig.7 - Regressione fra misura di size secondo la ns. formula e parametro (13-17):(13-25) 
 
 
Il rapporto fra C-LDL e apoB-LDL, indice teorico di dimensione delle 
particelle LDL, è sembrato non poter essere messo in correlazione alla densità 
delle LDL stesse, sia che questa fosse stimata dal fattore Rf o dal parametro 
(13-17):(13-25).  
 
Confronto fra (C-LDL + TG-LDL)/apoB-LDL e misure di densità 
E’ stata quindi testata la relazione fra le misure di densità e un parametro di size 
che teneva conto, oltre che del C-LDL, anche dei TG-LDL (la seconda 
principale costituente lipidica del core delle LDL), ovvero il rapporto (C-LDL 
+ TG-LDL)/apoB-LDL .  
Il valore dei TG-LDL è stato ricavato sottraendo dai TG totali le quote 
contenute nelle VLDL e HDL: 
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𝑇𝐺𝐿𝐷𝐿 =  𝑇𝐺𝑡𝑜𝑡 −  𝑇𝐺𝑉𝐿𝐷𝐿 −  𝑇𝐺𝐻𝐷𝐿 
 
Considerando i rapporti in peso fra le diverse componenti delle VLDL (si veda 
Fig.2) vale la relazione: 
 
𝑇𝐺𝑉𝐿𝐷𝐿
𝑎𝑝𝑜𝐵𝑉𝐿𝐷𝐿
=  
50
 8
 
Quindi: 
 
𝑇𝐺𝑉𝐿𝐷𝐿 =  
25
 4
 𝑎𝑝𝑜𝐵𝑉𝐿𝐷𝐿 
 
Avendo dosato l’apoB totale e avendo ricavato quella delle LDL, ne deriva che: 
 
𝑇𝐺𝑉𝐿𝐷𝐿 =  
25
 4
 ( 𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 − 𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿  ) 
 
Anche i TG-HDL sono calcolabili conoscendo i rapporti medi fra le diversi 
componenti delle HDL (Fig.2): 
 
𝑇𝐺𝐻𝐷𝐿
𝐶𝐻𝐷𝐿
=  
6
47
 
Quindi: 
 
𝑇𝐺𝐻𝐷𝐿 =  
6
47
 (𝐶𝐻𝐷𝐿) 
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Sostituendo i valori così ricavati nell’equazione iniziale: 
 
𝑇𝐺𝐿𝐷𝐿 =  𝑇𝐺𝑡𝑜𝑡 −  
25
 4
 ( 𝑎𝑝𝑜𝐵𝑡𝑜𝑡 − 𝑎𝑝𝑜𝐵𝐿𝐷𝐿  ) −  
6
47
 (𝐶𝐻𝐷𝐿) 
 
 
L’esito dell’analisi di regressione fra gli indici di densità e il rapporto (C-LDL 
+ TG-LDL)/apoB-LDL è mostrato in Fig.8 , nella quale è considerata, ai fini di 
completezza, anche la relazione fra gli indici di densità e il rapporto TG-LDL/ 
apoB-LDL.  
Il neo ipotizzato indice di size dimostra una correlazione, anche se modesta, 
con le misure di densità, in particolare con Rf. Addirittura, è stata verificata 
un’associazione ancora più forte fra gli indici di densità e il rapporto TG-
LDL/apoB-LDL.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 51 
Fig.8 - Regressioni fra indici di densità e i rapporti: (C-LDL + TG-LDL)/apoB-LDL  
e TG-LDL/ apoB-LDL 
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Divisione in quartili secondo il parametro (13-17):(13-25) 
I pazienti sono stati divisi in quartili secondo i valori del rapporto (13-17):(13-
25). I valori di (13-17):(13-25) aumentano dal primo all’ultimo quartile, 
parallelamente alla quantità relativa di sd-LDL. 
Una descrizione dettagliata dei soggetti dei diversi quartili è esposta in Tab.3, 
mentre il confronto fra i diversi profili lipoproteici è mostrato in Fig.9. 
 
Tab.3 - Quartili di (13-17):(13-25); la quota relativa di sd-LDL aumenta dal I al IV 
 I quartile II quartile III quartile IV quartile 
Genere (M/F) 16 / 5 15 / 7 12 / 10 17 / 4 
Età (anni) 64,9 ± 7,2 65,3 ± 7,2 63,9 ± 7,8 65,7 ± 6,5 
BMI (Kg/m2) 28,1 ± 3,8 28,4 ± 4,1 28,8 ± 4,5 27,7 ± 3,8 
DM (%) 33,3 22,7 27,2 38,1 
CVD (%) 23,8 22,7 9,1 19,4 
DM + CVD (%) 14,3 27,3 36,4 38,1 
HT (%) 66,7 68,2 63,6 90,5 
Statine (%) 52,4 54,5 63,6 66,7 
C-tot (mg/dl) 183  ± 27 183  ± 41 194  ± 50 182  ± 27 
C-LDL (mg/dl) 110  ± 24 114  ± 33 116  ± 43 108  ± 23 
C-HDL (mg/dl) 55  ± 12 48 ± 13 51  ± 12 46  ± 12 
TG (mg/dl) 113  ± 42 131  ± 47 159  ± 75 142  ± 44 
apoA (mg/dl) 152 ± 19 143 ± 26 154 ± 33 150 ± 23 
apoB (mg/dl) 87 ± 18 90 ± 22 98 ± 39 91 ± 19 
Lp(a) (mg/dl) 24 ± 28 32 ± 30 32 ± 33 29 ± 33 
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L’analisi statistica ha dimostrato una differenza significativa dei valori di C-
HDL  fra il primo e quarto quartile (p = 0,034), così come dei livelli di TG fra 
primo e terzo (p = 0,006). 
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Fig.9 - Profili lipoproteici dei quartili secondo DGUC 
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Discussione 
  
Prima di effettuare il confronto fra i due diversi metodi di stima della 
dimensione delle lipoproteine a bassa densità, è stato verificato lo stato 
dell’arte, ovvero sono stati messi in relazione l’indice di size presente in 
letteratura e descritto da Hattori, e la misura di densità offerta dal parametro 
Rf; dall’analisi non è tuttavia risultata l’associazione significativa e inversa che 
era ipotizzabile aspettarsi. 
Il passo successivo è consistito dunque nell’analisi di regressione fra le due 
formule, ovvero la nostra rispetto a quella di Hattori; si è dimostrata l’elevata 
associazione fra le due variabili, che ha rappresentato il preludio alla verifica 
della nostra equazione quale migliore indice di size; questa è stata infatti 
confrontata al parametro Rf, ma analogamente ad Hattori, la regressione non 
ha dimostrato un’associazione significativa. 
Sospettando che tale risultato potesse dipendere dalla misura di densità 
considerata finora, al fine di implementare l’analisi, è stato preso in 
considerazione un ulteriore indice di densità, da noi considerato caratterizzato 
da una maggiore precisione, ovvero il parametro (13-17):(13-25), 
confrontandolo con la nostra formula.  
Tuttavia, il non aver riscontrato anche in questo caso una relazione 
significativa, ha lasciato ipotizzare che lo stimare la dimensione delle LDL 
considerando il solo contenuto di colesterolo rispetto all’apoB rappresenti 
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verosimilmente un’imprecisione; per questa ragione, è stato preso in 
considerazione anche l’altro principale componente lipidico del  core delle 
LDL, ovvero i trigliceridi. 
In effetti, le analisi di regressione fra questa neo ipotizzata stima di size, dove 
sono considerati rispetto all’apoB sia C-LDL che TG-LDL, rispetto alle misure 
di densità, hanno restituito una modesta ma significativa associazione (r2 = 0,07 
per il parametro (13-17):(13-25), r2 = 0,13 per l’indice Rf; in entrambi i casi p 
< 0,05) lasciando intendere un ruolo importante, anche se poco chiaro, del 
contenuto di trigliceridi, in associazione a quello di colesterolo, nella 
determinazione della dimensione LDL; addirittura, il solo contenuto di TG 
rispetto all’apoB ha dimostrato una relazione ancora più forte con entrambi gli 
indici di densità, sembrando confermare la necessità di studi volti al 
chiarimento di come questa componente sia in grado di influenzare sia diametro 
che buoyancy delle LDL. 
La divisione della nostra popolazione in quartili secondo i valori del rapporto 
(13-17):(13-25) è stata effettuata allo scopo di cercare di evidenziare, nei 
sottogruppi con diversa densità delle LDL, delle differenze cliniche o 
laboratoristiche sottese a un diverso pattern LDL.  
È stata così verificata una differenza statisticamente significativa nei valori di 
C-HDL e di TG nei quartili con LDL più dense rispetto a quelli con particelle 
more buoyant, e ciò ha confermato l’osservazione frequentemente descritta di 
come un pattern LDL di tipo B sia molto spesso associato a bassi livelli di 
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colesterolo HDL e alti valori di TG, a rappresentare quella che è comunemente 
definita come la triade aterogenica.169-171 
In conclusione, ci sembra di poter affermare che, data l’accertata bontà dei due 
parametri indicatori di densità, poichè derivanti dall’oggettiva metodica 
dell’ultracentrifugazione, nella nostra popolazione costituita da 86 soggetti, si 
sia potuto legittimamente mettere in discussione l’attendibilità del rapporto fra 
colesterolo e apoB delle LDL inteso quale stima di size, concetto finora dato 
per scontato in letteratura. 
Abbiamo infatti fornito alcune evidenze suggestive che il C-LDL, considerato 
quale unico costituente lipidico nella particella rispetto all’apoB, non sembri 
essere in grado di rappresentare un plausibile indice di size; a un tale scopo, 
pare più informativo e conforme alla realtà considerare sia la quota di 
colesterolo che di trigliceridi rispetto all’apoB. 
E’ necessario tuttavia sottolineare come lo stesso presupposto, alla base delle 
formule analizzate, di poter derivare un indice dimensionale delle LDL a partire 
dalla concentrazione dei loro costituenti, possa in realtà costituire un’eccessiva 
approssimazione della realtà, tale da condizionare negativamente, 
indebolendola, la relazione inversa che avrebbe dovuto essere teoricamente 
osservabile fra gli indici di size e di densità. 
Per contrasto, assumendo la correttezza concettuale delle formule analizzate 
quali stimatrici di dimensione, è intrigante confrontarsi con la prospettiva che 
forse potrebbe non sussistere la data per scontata relazione inversa fra diametro 
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e densità delle LDL, vista anche la scarsità di studi che abbiano testato allo 
stesso tempo sia la size che la buoyancy di queste particelle. 
Allo scopo di affrontare definitivamente tale problema, siamo impegnati nella 
valutazione dei campioni di plasma della nostra popolazione attraverso la 
metodica FPLC172,173 (Fast Protein Liquid Chromatography); tale tecnica 
rappresenta una versione modificata della classica cromatografia liquida, e 
consente la valutazione diretta delle dimensioni delle particelle lipoproteiche; 
in questo modo potranno essere confrontati, per ciascun soggetto, il profilo e 
gli indici di densità ottenuti attraverso DGUC con il pattern dimensionale LDL 
ricavato dalla FPLC; dunque, potrà anche essere verificata direttamente 
l’accuratezza delle formule che stimano la size delle LDL. 
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